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NGSデータ解析入門Webセミナー：
De Novoシークエンス解析編
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✓ シークエンス

✓ アセンブル

✓ 遺伝子領域の検出

✓ データベース検索

NGS新規ゲノム配列解析の手順
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シークエンスデータのインポート

コンティグ配列の作成

データベース検索

CLC Genomics Workbench

解析ワークフローと使用ソフトウェア

遺伝子領域の検出

クオリティチェック・前処理

Blast2GO® PRO
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CLC Genomics Workbench
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シークエンスデータのインポート

クオリティチェック・前処理

コンティグ配列の作成

遺伝子領域の検出

データベース検索

• NGS data import

• Sample Reads
• Create Sequencing QC Report
• Merge Overlapping Pairs
• Trim Reads

• De Novo Assembly

• Find Open Reading Frames
• Extract Annotations

• BLAST

CLC Genomics Workbench使用ツール
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シークエンスデータのインポート

✓ CLC Genomics Workbench, Biomedical Genomics Workbenchともに、シークエンサー
機種やファイルフォーマットに合せたインポートメニューを利用可能

✓ ToolbarのImportアイコンから表示されるインポーターから選択して、インポートを実行

プラットフォーム ファイル形式

Illumina

Ion Torrent※
.sff

.fastq .fq

※Ion TorrentのUnmapped BAMファイルは、Standard Importよりインポートを行う

PacBio

.txt
.fastq

.fq
.qseq

.bas.h5/ .bax.h5
.fastq

.fq
.fasta

.fa
.fna



7

✓ シークエンサー機種などに合わせてメニューを選択し、シークエンスデータファイルを選択
✓ ペアエンドシークエンスデータのインポートにも対応

シークエンスデータファイル
（FASTQファイルなど）

High-Throughput Sequencing Import
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✓ シークエンスデータがインポートされ、各種解析に使用できるようになる
✓ 各リードの塩基配列やクオリティスコアなどを確認できる

High-Throughput Sequencing Import
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クオリティチェック・前処理

✓ クオリティチェックでは、インポートしたシークエンスデータに対して、クオリティチェックレポートの作成や、
低クオリティリードの除去などを行う

✓ 必要に応じて、ペアリードの結合や、シークエンスデータのサンプリングなどの、コンティグ作成前の前処
理を行う

Create Sequencing QC Report
• インポートしたシークエンスデータのクオリティやPCR Duplicate の状況

などを確認するためのレポートを作成

Trim Reads
• アダプターの除去、クオリティスコアによる除去、長さを指定した除去など

を選択・組み合わせて、リードのトリミングを実行

Sample Reads
• シークエンスデータのサンプリングを行う

Merge Overlapping Pairs
• オーバーラップしているペアリード同士の結合を行う

クオリティチェック用ツール

前処理用ツール
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✓ Create Sequencing QC Reportでは、シークエンスデータのクオリティ情報をまとめたレポートが作成される
✓ GC含量やクオリティスコア分布などのグラフデータや数値データを確認が可能

Create Sequencing QC Report
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✓ Trim Readsの使用により、各リードの低クオリティ部分がカットされる
✓ その他、アダプター配列の除去なども可能

Trim Reads
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✓ シークエンスデータのリード配列数を減らす設定が可能
✓ シークエンスデータのデータ量が、サンプルのゲノムサイズより極端に大きい場合は、De Novo Assembly実行

前に、本ツールでデータ量を最適な値（ゲノムサイズの30x）に揃える必要がある

Sample Reads
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Forwardリード

Reverseリード

オーバーラップ領域

Mergedリード

✓ ペア同士のForward / Reverseリード配列間のオーバーラップ領域をマージし、一つのリード配列に統合する
✓ ペアエンドシークエンスを行っており、かつペアリード配列同士がオーバーラップする場合のみ、この処理が必要となる
✓ 先にTrim Readsを実行している場合、各リード配列の末端部分がトリミングされ、マージが上手く実行できない

場合もあるので注意する

Merge Overlapping Pairs
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コンティグ配列の作成

✓ リード配列データのクオリティチェック・前処理が終了したら、De Novo Assemblyによってコンティグ
の作成を行う

✓ コンティグのカバレッジや、リード配列のバリアントなどを確認したい場合は、作成コンティグに対して
リード配列データのマッピングを実行する

De Novo Assembly
• ショートリードデータを用いて、ゲノム配列のアセンブルを実行する

（ロングリード、およびトランスクリプトーム配列のアセンブルは非対応）

Map Reads to Contigs
• コンティグ配列を参照ゲノム配列として使用し、リード配列のマッピングを行う



15

De Novo Assembly

Word size (K-mer) 設定

Scaffolding 設定

マッピング実行の 設定

✓ パラメータ設定画面では、アセンブル実行時のWord size (K-mer)の値や、ペアリード使用時のScaffolding、
さらにアセンブルと同時にマッピングも行うかどうかなどの設定を行うことができる
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De Novo Assembly

Simple Contigs

Mapping data

✓ Simple Contigsを選択した場合、各コンティグが一覧になって表示され、そのまま配列解析用ツールに使用する
ことが可能

✓ アセンブル結果の統計値（コンティグ配列の最長塩基数やN50など）をまとめたレポートも出力される
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Find Open Reading Frames
• 配列データ上のORF (Open Reading Frame)領域を検出して、アノテー

ション付加を行う
（真核生物ゲノムのような、エクソン – イントロン構造をもつ配列データ

には非対応）

Extract Annotations
• 配列データ上の、任意のアノテーション領域の配列の抽出を行う

✓ ゲノムシークエンスデータより作成したコンティグ配列には、非遺伝子領域の配列も含まれており、
そのままではデータベース検索に使用できないため、コンティグ上の遺伝子領域を検出し、その領
域のみの配列データを作成する必要がある

✓ CLC Genomics Workbenchでは、本機能については、基本的に原核生物ゲノム配列の解析
しか実行できないため、真核生物ゲノムの解析には、Biobam社Blast2GO PROソフトウェアを
使用する

遺伝子領域の検出
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Find Open Reading Frames

✓ Find Open Reading Framesを実行すると、もとの配列データ上に、ORF領域を示すアノテーションが
追加される

✓ 用いるスタートコドンやストランドなどの各種パラメータ設定を調整することが可能
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Extract Annotations

✓ Extract Annotationsでは、配列データ上の任意のアノテーション領域の配列を抽出することができる
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データベース検索

BLAST
• ローカルコンピュータを使用してBLAST検索を行う

BLAST at NCBI
• NCBIサーバーでBLAST検索を行う

Download BLAST Database
• NCBIなどで公開されている、様々なカテゴリーごとに分類されたターゲット配列

をダウンロードする

Create BLAST Database
• 配列データをBLAST解析用のDatabaseデータとして登録する

Manage BLAST Database
• 登録したDatabaseデータの管理を行う

✓ 抽出された各遺伝子配列に対し、BLASTで相同性検索を実行することで、各遺伝子の機能情
報などを取得する

✓ CLC Genomics WorkbenchではBLASTツールの他、検索に用いるデータベースのダウンロード
やカスタム作成用のツールが搭載されている
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データベースの作成

✓ ローカルBLASTを使用する場合、Download BLAST Databasesでnr/ntなどのデータベースをダウン
ロードしたり、カスタム作成の配列データをCreate BLAST Databasesでデータベース登録が可能
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✓ ローカルBLASTのパラメータ設定画面では、BLASTプログラム（BLASTNやBLASTPなど）の選択と、
ターゲットのBLAST databaseの種類などを指定する

BLAST
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✓ BLASTに使用したクエリー配列ごとに、ヒットしたターゲット配列数と、その中で一番相同性が高い配列の
詳細情報などがテーブル表示される

✓ テーブルの各行をダブルクリックすると、二番目以降にヒットしたターゲット配列も確認が可能

BLAST
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Blast2GO® PRO



25

Gene Ontology Annotation

Genome Characterization

RNA-seq

• BLASTとInterProScanによる、配列データへのアノテ
ーション付け

• 取得したGene Ontology情報を使用した、遺伝子機
能エンリッチメント解析やグラフ作成

• 真核生物ゲノム用 「Augustus」と原核生物用「
Glimmer」プログラムを用いた、配列データ内の遺伝子
領域予測

• FASTQファイルのクオリティチェック（FastQC）とトリミング
• RNA-Seq De Novo Assembly (Trinity)
• 新規転写物の発現量測定（Fasta+Fastq)とサンプル

間比較解析
• Volcano PlotやMA plot、Heatmapなどのグラフ作成

Blast2GO® Pro
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✓ De Novo Assemblyで作成したコンティグ配列などのDNA配列データを用いて、配列内の遺伝
子やタンパク質コード領域を予測

✓ 原核生物と真核生物解析用の2種類のプログラムを搭載

真核生物用プログラム（Augustus） 原核生物用プログラム（Glimmer）

遺伝子領域の検出
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Eukaryotic GeneFinding

✓ 真核生物ゲノム用プログラムでは、実行時に近縁生物種や、RNA-Seq マッピングデータを参照すること
が可能
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✓ 解析が終了すると、遺伝子領域の詳細をまとめたGFFファイルとCDS配列リスト、さらに解析結
果をまとめたレポートが出力される

Eukaryotic GeneFinding
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✓ GFFファイルは専用のビューワーで、エクソン／イントロンなどの遺伝子構造を表示可能

Eukaryotic GeneFinding
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✓ CDS配列リストは、配列名をまとめたテーブルと、DNA配列またはアミノ酸配列のビューワーが表示

される

Eukaryotic GeneFinding
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データベース検索

CloudBlast
• Biobam社専用のクラウドサーバー上で、BLASTを安全にかつ

高速に実行する
（Computation Unitsを消費）

NCBI Blast
• NCBIサーバーでBLAST検索を行う

Local Blast
• ローカルコンピュータを使用してBLAST検索を行う

✓ CLC Genomics Workbenchと同様に、NCBI BLASTと
Local BLASTを使用できる他、高速なクラウドベースの
BLASTツール「CloudBlast」も使用可能

✓ Local BLAST用のデータベース作成機能も搭載
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CloudBlast

✓ どのBLASTを使用する場合でも、BLASTプログラムとBLASTデータベースを設定する

✓ CloudBlastとNCBI Blastでは、レディメイドのBLASTデータベースを使用するが、Local Blastでは
ユーザー定義のデータベースを作成する必要がある
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✓ BLASTを実行すると、CDS配列リストに各配列のトップヒット配列の情報が表示される

✓ Blast Resultビューで、ヒットした配列の詳細情報を確認が可能

CloudBlast
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データベース検索後は・・・

✓ BLAST実行後は、ヒットした配
列の詳細情報をグラフ化や、
Gene Ontologyなどの遺伝子
機能解析が可能



お問い合わせ先：フィルジェン株式会社

TEL 052-624-4388 (9:00～17：00）

FAX 052-624-4389

E-mail: biosupport@filgen.jp
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